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К. В. КУДИН, В. А. ПРОКУЛЕВИЧ
ПРОДУКЦИЯ РЕКОМБИНАНТНОГО УКОРОЧЕННОГО БЕЛКА КАПСИДА  
ЦИРКОВИРУСА СВИНЕЙ ТИПА 2 В БАКТЕРИАЛьНЫХ КЛЕТКАХ
Цирковирус свиней типа 2 является экономически важным патогеном, причиняющим огромные убытки свиноводству 
по всему миру, поэтому разработка средств диагностики и профилактики цирковирозов стала приоритетным направлением 
в области ветеринарии, занимающейся борьбой с опасными патогенами животных. Ранее мы разработали несколько кон-
струкций для экспрессии различных вариантов рекомбинантного белка капсида ЦВС-2 и остановились на одной из них для 
подробного изучения различных аспектов продукции и накопления рекомбинантного белка в клетках штамма E. coli. В дан-
ной статье представлены результаты ряда работ: опытов сравнительной экспрессии укороченного белка капсида и бычьего 
a-интерферона; изучения условий, влияющих на продукцию белка; исследования накопления рекомбинантного белка капсида 
в клетках продуцента в различных автоиндукционных средах.
Ключевые слова: ЦВС-2; рекомбинантный белок; белок капсида; экспрессия; автоиндукция; биореактор.
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Porcine circovirus type 2 is an economically important pathogen, causing great losses to pig-producing industry worldwide, 
that’s why development of diagnostic and prophylactic tools became a priority course at the field of veterinary science concerning 
struggle against dangerous livestock pathogens. Previously we developed several constructions for expression of different variants of 
recombinant PCV2 capsid protein and chose one for detailed investigation of different aspects of production and accumulation of the 
protein in the E. coli strain cells. At this research work the results of comparative expression experiments of the truncated capsid protein 
and cow a-interferon are presented, conditions affecting capsid protein production are studied, and recombinant protein accumulation 
in autoinduction media is investigated.
Key words: PCV2; recombinant protein; capsid protein; expression; autoinduction; bioreactor.
Цирковирус свиней типа 2 (ЦВС-2) – основной возбудитель ряда заболеваний, объединенных в ан-
глоязычной литературе под общим названием Porcine Circovirus-Associated Disease (PCVAD) – забо-
левания, связанные с цирковирусом свиней [1, 2]. Несмотря на простоту организации вируса и его не-
большой размер [3, 4], ЦВС-2 приносит огромные убытки в индустрии свиноводства по всему миру и 
потому стоит в ряду важнейших экономических угроз животноводству [5]. Долгое время борьба с рас-
пространением инфекции продолжается с переменным успехом, однако не всегда принимаемые меры 
оказываются эффективными [6, 7]. Профилактика и своевременное выявление инфекции являются 
наиболее действенным способом предотвращения распространения цирковирозов, поэтому разработка 
вакцин и методов диагностики стала приоритетным направлением исследований в области ветерина-
рии, занимающейся борьбой с опасными патогенами животных [5, 8].
 Ранее мы сконструировали несколько открытых рамок трансляции, кодирующих различные вари-
анты белка капсида ЦВС-2, и обосновали причины, по которым укороченный вариант белка представ-
ляется нам наиболее удобной мишенью для экспрессии в штамме E. coli [9]. Однако многие аспекты 
продукции и накопления белка капсида в клетках продуцента не рассматривались, поэтому целью дан-
ного исследования стало изучение процесса биосинтеза рекомбинантного укороченного белка капсида 
ЦВС-2 в клетках штамма E. coli, а также выявление условий культивирования и факторов роста, спо-
собных увеличить эффективность его наработки.
Материалы и методика исследования
Бактериальные штаммы, плазмиды и праймеры
Бактерии штамма E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL (E. coli B F– ompT hsdS( r mB B
− − ) dcm+ Tetr gal 
λ(DE3) endA Hte [argU proLCamr] [argU ileY leuW Strep/Specr]) фирмы Stratagene использовали для про-
дукции рекомбинантных белков.
Конструкция для экспрессии открытой рамки трансляции, кодирующей укороченный белок капсида 
ЦВС-2 в составе вектора pET-24b (Novagen), описывалась ранее [9], за тем лишь исключением, что 
стоп-кодон рамки трансляции белка капсида был удален, в результате чего в него была включена ги-
стидиновая метка из полилинкера вектора. Для сравнительного опыта экспрессии использовали анало-
гичную конструкцию с геном бычьего a-интерферона (ИФН-a), любезно предоставленную М. И. По-
таповичем [10].
Генно-инженерные методики и ферменты
Электрофорез белков в полиакриламидном геле (ПААГ), подготовку проб, фиксацию и окрашива-
ние ПААГ, исследование растворимости рекомбинантного белка проводили в соответствии с общепри-
нятыми экспериментальными протоколами [11]. Скорость роста культуры определяли по ее мутности 
(рассеиванию света) при длине волны 600 нм (ОП600), разведение образцов подбиралось таким образом, 
чтобы результат измерения не превышал 0,4. Перед электрофорезом белков каждая проба нормализо-
валась по оптической плотности. Опыты по продукции рекомбинантных белков в небольших объемах 
проводили по стандартному протоколу (с использованием ИПТГ) в соответствии с инструкцией про-
изводителя штамма-продуцента либо по методу автоиндукции [12]. Для изучения особенностей нако-
пления укороченного белка капсида в условиях автоиндукции использовали 15-литровый биореактор 
фирмы Biotechno (Корея) с программным обеспечением C-BIO D (Франция). Культуру продуцента рас-
тили в среде стандартного состава ZYM-5052, ZYM-20052 (в некоторых экспериментах в ZYM-20052 
добавляли сукцинат натрия до концентрации 25 мМ) [12] в объеме 7,5 л, уровень растворенного кис-
лорода поддерживали выше 30 % от первоначального значения (до засева инокулята) путем регулиро-
вания интенсивности перемешивания, скорости воздушного потока, продуваемого через барботер, или 
давления в колбе ферментера (до 2 бар). Инокулят растили в среде ZYM-505 [12] до поздней экспонен-
циальной фазы и засевали в объеме 5 % от объема среды в ферментере.
Денситометрический анализ изображений окрашенных полиакриламидных гелей производился с 
помощью пакета программ ImageJ 1.46r (National Institute of Health, США) [13].
Результаты исследования и их обсуждение
В нашей предыдущей работе [9] рутинные опыты по продукции гетерологичных белков проводили 
с использованием метода автоиндукции, предложенного Стьюдиером [12], что намного упрощало рабо-
ту с некоторыми трудноэкспрессируемыми вариантами последовательностей капсидного белка, повы-
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шало сходимость результатов, а также в значительной 
мере автоматизировало процесс, поскольку не тре-
бовало постоянного участия исследователя. Однако 
для изучения особенностей биосинтеза и накопления 
укороченного белка капсида в клетках продуцента ис-
пользовали стандартный протокол индукции, так как 
он позволяет в большей мере контролировать процесс 
экспрессии, а интенсивность продукции данного вари-
анта белка капсида достаточна для такого эксперимен-
та. В качестве опыта сравнения использовали иден-
тичную систему экспрессии бычьего a-интерферона, 
который, как было показано ранее, в условиях экспе-
римента эффективно продуцируется и накапливается в 
клетках в виде телец включения [10] в отличие от уко-
роченного белка капсида, который сохраняется в рас-
творимой форме. Стационарная ночная культура каж-
дого штамма в среде LB разводилась этой же средой 
в 20 раз и наращивалась до ОП600=1, затем к культуре 
добавлялся индуктор ИПТГ до конечной концентра-
ции 0,5 мМ, измерение оптической плотности и отбор 
проб производили каждый час. Результаты данного 
эксперимента представлены на рис. 1.
Как можно видеть, основная масса рекомбинант-
ных белков накапливается в клетках очень быстро и в 
дальнейшем происходит лишь увеличение биомассы 
культуры (рис. 2, а) без сопутствующего повышения доли белка в клетках. Денситометрический анализ 
изображения окрашенного геля показал, что доля белка капсида в клетках достигает максимума уже в 
первый час экспрессии (12–15 % от общего белка) и остается на этом уровне длительное время (4–6 ч), 
иногда снижаясь на 1–2 % к концу эксперимента, тогда как доля ИФН-a в первый час биосинтеза со-
ставляет лишь 39 %, достигая максимума ко второму часу (53–55 % от общего белка).
Такое различие в динамике накопления данных белков визуально заметить сложно, однако оно лег-
ко объясняется, если взглянуть на рис. 2, где виден вполне ожидаемый результат – в первый час после 
начала образования гетерологичного белка скорость роста индуцированных культур замедляется по 
сравнению с контрольной неиндуцированной культурой (см. рис. 2, а). Если это замедление выразить в 
показателях специфической скорости роста (µ), рассчитываемых при отборе каждой пробы, начиная с 
момента индукции, и нормализовать их по отношению к аналогичным показателям контрольной куль-
туры, становится очевидной разница в замедлении скорости роста двух продуцентов (рис. 2, б). 
Рис. 1. Индукция экспрессии рекомбинантных белков 
в среде LB с помощью ИПТГ (0,5 мМ). Над дорожками 
указано время отбора соответствующих проб, ч,  
с момента добавления индуктора (0 ч)
Рис. 2. Сравнение кривых роста культур продуцентов бычьего ИФН-a и укороченного белка капсида ЦВС-2. 
 Момент индукции обозначен стрелкой: 
а – кривая роста биомассы продуцентов при экспрессии в полулогарифмических координатах. Контролем является  
неиндуцированная культура продуцента; б – изменение показателя специфической скорости роста продуцентов ИФН-a 
 и белка капсида, выраженное в процентах от аналогичного показателя контрольной неиндуцированной культуры.
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Первоначально после разведения все культуры растут с одинаковой скоростью, достигая плотности 
0,95–0,97 (ОП600) к моменту индукции. После добавления индуктора скорость роста культуры проду-
цента белка капсида начинает резко и линейно уменьшаться в течение 2 ч, затем скорость замедления 
плавно снижается, приближаясь к нулю, – достигается равновесная точка стационарной индуцирован-
ной культуры. Кривая роста биомассы продуцента интерферона больше напоминает кривую роста не-
индуцированной культуры, в первый час после индукции экспрессии скорость роста культуры падает 
лишь незначительно. Фактически в данный период времени процессы роста культуры и продукции 
белка идут параллельно и ресурсы клетки, которые пока еще быстро возобновляются из среды, равно-
мерно распределяются между ними или, по крайней мере, их с избытком хватает на оба процесса. По-
этому активно делящиеся клетки не успевают достигнуть точки насыщения рекомбинантным белком. 
Начиная со 2-го часа и до конца эксперимента скорость синтеза интерферона начинает преобладать над 
скоростью роста биомассы, которая уменьшается линейно. Массовая доля рекомбинантного интерфе-
рона достигает максимального значения (53–55 %) и далее сохраняется на этом уровне. 
Синтез белка в бактериальных клетках, несомненно, является ресурсозатратным процессом, осо-
бенно если речь идет о продукции чужеродных белков штаммами-продуцентами, природа которых 
искусственно направлена на повышение приоритета данного процесса перед остальными функциями 
клетки. Поэтому можно обоснованно ожидать, что начало синтеза гетерологичного белка в клетках 
продуцента повлияет на показатель скорости роста культуры, который, являясь совокупным результа-
том множества физиологических процессов, способен отражать происходящие в клетках изменения, 
такие как перераспределение их энергетических ресурсов. Фактически часть потенциальной биомассы 
культуры переводится в форму синтезируемого белка, и чем эффективнее происходит эта конверсия, 
тем выше доля целевого белка и, соответственно, коэффициент полезного действия процесса. Однако с 
учетом существенной разницы в уровне и динамике накопления исследуемых рекомбинантных белков 
в клетках замедление скорости роста культуры продуцента белка капсида не может быть обусловлено 
только лишь нехваткой питательных веществ. Очевидно, растворимый чужеродный белок оказывает 
заметный ингибирующий эффект на клетки штамма, но механизм этого воздействия пока неизвестен. 
Это делает затруднительным увеличение накопления белка капсида в клетках, по крайней мере в рас-
творимой форме. Вполне вероятно, по этой причине часть ресурсов среды может оставаться неисполь-
зованной, альтернативный способ увеличения количества нарабатываемого белка – повышение кон-
центрации клеток продуцента в культуре.
Особенностью автоиндукционных сред является точно сбалансированный состав всех необходимых 
бактериальным клеткам факторов роста, который позволяет добиться максимально высокого титра кле-
ток и, соответственно, продукции белка, в условиях периодической культуры в небольших объемах. Од-
нако, как уже упоминалось, в таких средах сложно отслеживать процесс накопления рекомбинантных 
белков. Эта задача существенно упрощается, если культивирование проводить в биореакторе, который 
позволяет контролировать ряд параметров среды, таких как относительная концентрация кислорода, 
изменение рН и температуры. Несколько вариантов автоиндукционной среды были проанализированы 
таким методом, результат типичного эксперимента приведен на рис. 3. Из полученных результатов 
можно сделать следующие выводы. Кривая роста биомассы продуцента имеет два экспоненциальных 
периода (рис. 3, б), каждый из которых обозначен своей специфической скоростью роста – первый 
осуществляется во время потребления глюкозы, которая является приоритетным источником энергии 
и углерода (µ ~ 1,3 ч–1), второй наступает после истощения глюкозы и перехода к использованию гли-
церина (µ ~ 0,7 ч–1) и сопровождается небольшой паузой (около 30 мин), которая выражается в кратко-
временном, но заметном уменьшении скорости роста.
Момент автоиндукции сопровождается понижением скорости роста культуры до 0,4–0,5 ч–1 из-за 
описанного выше негативного влияния рекомбинантного белка капсида на клетки продуцента и на-
ступает после утилизации глюкозы (указан стрелкой на рис. 3, б), но до полного истощения глицерина, 
который в меньшей степени ингибирует лактозную индукцию. Повышение концентрации глицерина в 
среде с 0,5 до 2 % отдаляет момент автоиндукции и удлиняет фазу продукции белка, позволяя вырас-
тить культуру до ОП600 ~ 31–33. Однако это приводит к повышению скорости подкисления питатель-
ный среды во время роста культуры. Использование дополнительного органического буферного агента 
типа сукцината натрия (в концентрации 25 мМ), который одновременно является источником энергии 
и углерода, позволяет поддерживать приемлемый диапазон рН (6,5–7,2) весь период роста культуры и 
еще больше повысить титр клеток в культуре до ОП600 ~ 35–37.
Лактоза, являясь естественным индуктором используемой системы экспрессии, обеспечивает эф-
фективное накопление рекомбинантного белка капсида в клетках продуцента, а на поздних стадиях, в 
результате расщепления клеточной β-галактозидазой до глюкозы и галактозы, становится единствен-
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ным источником энергии для роста культуры и продукции белка. Однако в отличие от накачиваемых 
в коблах культур ферментер позволяет выращивать клетки при более высоком относительном содер-
жании кислорода в среде, это приводит к тому, что клетки вырастают до большей плотности (ОП600 ~ 
~ 15–16) по сравнению с накачиваемыми культурами (ОП600 ~ 10–11), но продуцируют меньше белка 
(5–6 %). Эта проблема решается повышением концентрации лактозы в среде с 0,2 до 1 %. При нара-
ботке рекомбинантных белков в условиях биореактора для повышения выхода целевого продукта часто 
применяют стратегии одновременного использования лактозы и ее аналога ИПТГ. Однако добавление 
ИПТГ после запуска экспрессии не приводило к каким-либо детектируемым изменениям в количестве 
накапливаемого белка, более того, на поздних стадиях, когда единственным утилизируемым источни-
ком энергии становилась лактоза, происходила полная остановка роста, обусловленная, по-видимому, 
конкурентным ингибированием β-галактозидазы со стороны ИПТГ. 
Продуманный и оптимальный баланс питательных веществ в автоиндукционных средах, по-видимому, 
позволяет повысить, хоть и незначительно, уровень экспрессии рекомбинантного белка капсида по срав-
нению с простыми средами типа LB (доля рекомбинантного белка в среднем возрастает на 2–3 %). Одна-
ко эта разница близка к погрешности измерения и достоверные выводы сделать не позволяет.
Таким образом, было проведено исследование процесса биосинтеза рекомбинантного укороченного 
белка капсида ЦВС-2 в клетках штамма E. coli, результаты которого станут основой для масштабиро-
вания его производства.
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Рис. 3. Продукция укороченного белка капсида в среде ZYM-20052  
(с добавлением сукцината натрия до концентрации 25 мМ) в биореакторе: 
а – электрофорез белков в ПААГ проб культуры, взятых на различных стадиях роста. Стрелкой обозначен размер реком-
бинантного белка капсида. М – маркеры молекулярного веса белков CSL-BBL Blue Wide Range Prestained Protein Ladder 
(Cleaver); б – кривая роста биомассы продуцента, выраженная в полулогарифмических координатах.
Стрелками указаны момент автоиндукции и добавления ИПТГ (до концентрации 0,125 мМ).  
Экспоненциальные фазы роста обозначены линиями е1 и е2.
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M. A.-A. A. АЛЬ-ФАТЛАВИ, Е. И. АНИСИМОВА, С. В. БУГА
ТРЕМАТОДОЗЫ ДОМАШНИХ КОПЫТНЫХ В ИРАКЕ
Паразитологические исследования домашних буйволов (Bubalus bubalis L.) и одногорбых верблюдов (Camelus dromeda-
rius L.) на предмет заражения ювенильными особями и  маритами трематод (Plathelminthes: Trematoda: Digenea) были про-
ведены в провинциях Бабил, Дивания и Наджаф Республики Ирак в течение полевых сезонов 2012–2013 гг. Одногорбые 
верблюды были паразитированы Paramphistomum cervi Zeder и Fasciola gigantica Cobbold, буйволы – P. cervi. Средний уро-
вень зараженности верблюдов фасциолезом составил 13,58 %, парамфистоматозом – 11,11 %, средний уровень зараженности 
буйволов парамфистоматозом – 4,50 %. В условиях иракских провинций Дивания и Наджаф уровень зараженности верблюдов 
трематодами поступательно увеличивается с сентября по декабрь. Зараженность фасциолезом самцов верблюдов составляла 
21,74 %, самок – 13,23 %. Зараженность F. gigantica росла с возрастом животных: 12,5 % – у верблюдов моложе 2 лет; 17,1 % – 
у животных в возрасте от 2 до 5 лет; 20,2 % – у животных старше 5 лет.
Ключевые слова: буйволы; верблюды; домашние копытные; паразиты; трематодозы; Ирак.
During field seasons of 2012–2013 parasitological study on domestic water buffaloes (Bubalus bubalis L.) and dromedary camels 
(Camelus dromedarius L.) infestation by juvenile and mature trematodes (Plathelminthes: Trematoda: Digenea) were carried out in 
Iraq provinces Babyl, Diwanyia and Nadjaf. Dromedarius were parasitized by Paramphistomum cervi Zeder and Fasciola gigantica 
Cobbold, water buffaloes – P. cervi. Average levels of camel infestation by fasciolesis appeared 13,58 %, paramphitomosis – 11,11 %, 
average level of buffalo infestation by paramphitomosis was 4,50 %. Under the condition of Iraq provinces Dywaniya and Nadjaf the 
level of camel infestation by trematodes was constantly increased from September to December. Fasciolesis infestation of camel males 
was 21,74 %, females – 13,23 %. Infestation by F. gigantica increased with animal age from 12,5 % in camels younger 2 year, 17,1 % 
in animals from 2 to 5 years old and 20,2 % – more than 5 years old. 
Key words: water buffalo; camel; domestic ungulates; parasites; Trematoda; Iraq.
Скотоводство в странах с тропическим и субтропическим климатом имеет свои особенности, сре-
ди которых широкое использование в мясном и молочном животноводстве, а также в качестве тягло-
вой силы крупных жвачных животных – одногорбых верблюдов (Camelus dromedarius L.) и буйволов 
(Bubalus bubalis L.). Так, и в Ираке в ряде местностей, особенно в бассейнах рек и на болотистых низ-
менностях, в этом качестве для населения важнее буйволы, нежели коровы [1]. Верблюды на Ближнем 
и Среднем Востоке, как и в условиях других аридных регионов мира, всегда играли важную роль в 
качестве транспортного средства, а их молоко и мясо зачастую являлись основой рациона кочевников. 
В начале текущего столетия стала прослеживаться тенденция возрастания интереса к разведению вер-
блюдов, особенно в странах Африки [2].
Паразитарные заболевания, в том числе гельминтозы, являются фактором, снижающим продуктив-
ность животноводства. В частности, трематодозы обусловливают как прямые потери в отрасли в виде 
снижения надоев молока, уменьшения прироста мышечной массы животных, а также отбраковки из-
мененной печени на бойнях, так и косвенный ущерб из-за негативного влияния на репродуктивную 
эффективность и замедление роста молодых животных [3]. Из трематодозов наиболее опасны фасцио-
лезы и парамфистоматозы, возбудители которых – плоские черви семейств Fasciolidae и Paramphistomi-
dae (Plathelminthes: Trematoda: Digenea) соответственно. Они характеризуются широким распростра-
нением и затрагивают многие виды млекопитающих, имея зоонозное значение в ряде стран Европы, 
Америки, Азии и Африки [4]. Этиология и эпизоотология данных заболеваний лучше изучена у коров, 
тогда как трематоды верблюдов и буйволов исследованы недостаточно.
В Индии у верблюдов выявлены трематоды Fasciola gigantica Cobbold, Fasciola hepatica L. (Fascioli-
dae), Schistosoma sp. (Schistosomatidae), Eurytrema pancreaticum Janson, Dicrocoelium dendriticum Rudol-
phi (Dicrocoeliidae) и Paramphistomum sp. (Paramphistomidae) [5], причем вызываемые ими паразитозы 
более распространены на участках вблизи водоемов и вдоль водотоков (каналов) и чаще регистриру-
